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A partir de la cera de abejas (Apis
Mellifera) saponificada ha sido ex-
traida y purificada una nueva sus-
tancia biolégicamente activa que se
ha denominado D002, la cual esta
compuesta por una mezcla de alco-
holes alifaticos lineales homélogos
con numero par de dtomos de car-
bono entre el C,, y el C,,.! Esta nueva
droga demostré poseer cualidades
como protectora de la mucosa
géstrica, anti-inflamatoria' y an-
tioxidante,?® por lo que con vistas a
su aplicacién como suplemento die-
tético en humanos, se desarrolld
una metodologia analitica para la
determinacién de los seis alcoholes
que la componen.

La metodologia desarrollada, al
ser sometida al proceso de valida-
cién descrito en el presente traba-
jo, demostré que es aplicable en el
proceso de control de calidad. Esta
basada en el empleo de la Cromato-
grafia de Gases (CG) con el equipa-
miento, las condiciones operacionales
y el método de calculo anteriormente
descrito.* Los patrones de referencia
utilizados (> 98 % CQG) y el N-metil-
N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA) fueron de la FLUKA, mien-
tras los demads reactivos y disolven-
tes (puros para andlisis) fueron de
la MERCK. La muestra de referen-
cia se preparé a partir de 250 mL
de una disolucién de C,,, C,, C,, y
C,, (todos a 0,12 mg/mL) en cloro-
formo, la cual se llevé a sequedad a
60 °C con corriente de aire y luego,
se le adicionaron 50 mL de una di-
solucién de C,; (0,4 mg/mL) en clo-

roformo como patrén interno. Para
preparar la muestra de ensayo se
pesaron con precision alrededor de
23 mg de D002, se anadieron 5 mL
de la disolucion de C,, y 2 mL de clo-
roformo, se calent6 a 60 °C con agi-
tacién ocasional hasta disolucién y
se tomaron 150 mL . Tanto la mues-
tra de referencia como la de ensayo
se derivatizaron con 30 mL de
MSTFA a 60 °C durante 15 min .
La aplicabilidad del sistema se
determiné mediante la resolucién
entre los pares de alcoholes C,,-C,,
CZS_CZS’ 28'C30 y C30'C32 (n = 3)y por
la repetibilidad de la inyeccién, al
analizar una misma muestra de en-
sayo (n = 6); los resultados (Resolu-
cién> 2 y coeficiente de variacion
= 0,43 %, respectivamente) garan-
tizaron una buena separacién entre
las senales cromatograficas y una
buena precisién del sistema inyec-
tor-detector.’? La especificidad del
método se determiné por compara-
cién de los cromatogramas obtenidos
al analizar las muestras de ensayo
(6 lotes) con el obtenido para el pa-
trén interno, de donde se determi-
noé que no existian interferencias.
La linealidad del sistema se de-
terminé mediante el anéalisis de 50,
100, 200, 300 y 500 mL de la disolu-
cion de referencia (n = 5), los que
se llevaron a sequedad antes de apli-
car la metodologia analitica. La
ecuacion de regresion, calculada al
graficar las relaciones de areas ob-
tenidas (y = Ai/Api) en funcién de las
relaciones de masas anadidas (y
= rni/mpi), fue: y = (1,09 = 0,10) x

-(0,03 = 0,09); con un coeficiente de
correlacién (r) de 0,999; un coefi-
ciente de variacién de los factores
de respuesta (CV)) de 2,08 % y limi-
tes de confianza de la pendiente y
del intercepto que incluyeron al uno
y al cero respectivamente. Dichos
parametros cumplieron con los cri-
terios de aceptacién,® por lo que se
pudo considerar que el sistema era
lineal.

La linealidad y la exactitud del
método se estudiaron entre aproxi-
madamente el 50 y el 150 % de la
masa nominal de D002 (12, 17, 23,
28 y 35 mg) (n = 3). La ecuacién de
regresion, determinada a partir de
las masas cuantificadas en funcién
de las anadidas, fue:

y = (0,89 = 0,03) x - (0,03 = 0,12)

conr = 0,999; CV_ inferior al limite
establecido de 5 % (3,37 %) y limites
de confianza del intercepto que in-
cluyeron al cero. El recobrado me-
dio de la cuantificacién fue de
100,17 % con un coeficiente de va-
riacién (CV) = 1,27 %, lo que indica
que el método ademas de lineal es
exacto en todo el intervalo estudia-
do.b

El estudio de precisién abarcé la
determinacién de la repetibilidad
(un técnico analizé una muestra en
un solo dia, n = 10) y de la precisién
intermedia (dos técnicos analizaron
tres lotes en dias diferentes, n = 6
para cada lote). E1 CV de la repetibi-
lidad y el CV promedio de la preci-
sién intermedia (1,09 y 1,37 %, res-
pectivamente) fueron inferiores al
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2 %, limite establecido para métodos
cromatograficos,® por lo que se pue-
de considerar que el método es
preciso. Se determiné ademas, me-
diante las pruebas F de Fisher y t de
Student, que no hubo diferencias en
el contenido de alcoholes totales
determinados por ambos técnicos, lo
que confirma la precisiéon del méto-
do.

Finalmente, se determind la ro-
bustez del método mediante el dise-
no experimental de Youden y Steiner?
para los pardmetros operacionales
siguientes: temperaturas del inyec-
tor, detector e inicial del horno (to-
das = 10 °C), flujo de gas portador
(£ 5 mL/min), gradiente de tempe-
ratura (= 2 °C/min), fase estacionaria
(OV-17 al 1,5 %) y volumen de inyec-
cién (= 1 mL). El total de alcoholes
determinado, la repetibilidad y la
resolucion entre los alcoholes C,, y
C,, fueron los resultados a través de
los que se determiné la influencia

de cada parametro. La Unica afec-
tacion de los resultados observada
fue que al cambiar la fase OV-101 al
3 % por la empleada en este trabajo
disminuy6 la resolucién, aunque
esta fue siempre superior al limite
requerido para la realizacion de los
analisis.

La presente validacién permitié
contar con un método para el control
de calidad del D002 Materia Prima en
los lotes producidos, los cuales al
ser analizados mostraron la com-
posicién de alcoholes siguiente:
(9,4 +2,0)%de C,; (10,5 + 2,0) % de
C, (14,6 £ 2,5) % de C,; (29,7 = 3,0) %
de C,; (22,8 = 3,0) %0 de C,, y 3,5
+15) %deC,,.

BIBLIOGRAFIA

1. Magraner J., Laguna A., Mas R., Car-
vajal D., Arruzazabala M.L., Dias M.,
Molina V. y Valdés S. Una mezcla na-
tural compuesta por alcoholes alifa-
ticos primarios obtenidos de la cera de

abejas para el tratamiento de las ul-
ceras gastricas y duodenales que
presenta también actividad anti-
inflamatoria. Patente C.I. AGI/C31/
045, 35/64, 1995.

.Menéndez R., Amor A.M., Gonzéalez

R.M., Jiménez S. and Mas R. Inhibi-
tion of rat microsomal lipid peroxi-
dation by the oral administration of
D-002. Brazil J. Med. Biol. Res., 33,
85, 2000.

. Menéndez R., Mas R., Illnait J., Pérez

J.,Amor A.M., Fernandez J.C. and Gon-
zalez R.M. Effects of D-002 on lipid
peroxidation in older subjects. J. Med.
Food., 4, 71, 2001.

.Sierra R., Gonzalez V., Magraner J.,

y Cuéllar A. Desarrollo y validacién
de un método analitico para la de-
terminacién de D002 en tabletas
con dosis de 50 y 100 mg por Cro-
matografia Gaseosa. Revista CENIC
Ciencias Quimicas, 35, 127-130,
2004.

. Castro M., Gascon S., Pujol M., Sans

J.M. y Vicente L. Validaciéon de méto-
dos analiticos, A.E.E1., Sec. Catalana,
Espana, 1989.

. - -
- L
- i
o
B @
- - -

@ RESULTADOS CIENTIFICOS DESTACADOS
« MINISTERIO DE EDUCACION SUPERIOR DE CUBA

APLICACION DE MARCADORES MOLECULARES AL ESTUDIO
DE LA BIODIVERSIDAD DEL GANADO BOVINO CUBANO

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria

Los estudios de biodiversidad son prioritarios en muchos campos cientificos. La caracterizacion gené-

tica del ganado autdctono supone conocer la situacidn de las poblaciones para su conservacion. Hasta el
momento, el conocimiento de las caracteristicas genéticas del ganado bovino cubano se ha basado en el
analisis de polimorfismos bioquimicos de grupos sanguineos y proteinas lacteas. Su clasificacion se ha
realizado segun diferencias fenotipicas de cada raza y de la evaluacion de parametros productivos.

El trabajo realizado permitié determinar por primera vez, mediante marcadores moleculares, la estruc-
tura genética para los genes de las seis proteinas lacteas y de 30 loci microsatélites recomendados por la
FAQ, de tres razas bovinas cubanas: Criollo, Siboney y Cebu Cubano. Para la caracterizacion de dichas
razas se calcularon las frecuencias alélicas, las heterocigosidades por locus y para cada poblacion y se
determinaron los parametros de equilibrio y las relaciones citogenéticas entre ellas y con ocho razas espa-
Aolas de referencia.

Se identificaron alelos especificos que pueden ser utilizados como marcadores raciales. Fue comproba-
do que existe una elevada variabilidad en las tres poblaciones cubanas analizadas, lo cual es importante
para el diseno y control de programas de mejoramiento.

El Cebl Cubano esta mdas alejado filogenéticamente del Siboney y del Criollo de Cuba y este mas
cercano de razas espanolas que se reportan como las que probablemente fueron introducidas en América
en la época de la colonizacién.

Con los resultados obtenidos se dispone de una metodologia de analisis de marcadores moleculares
para la caracterizacion del ganado bovino cubano, tanto para estudios de biodiversidad, como para otras
aplicaciones de interés econémico.El trabajo fue seleccionado como el mas destacado en el curso académi-
co 2004-2005 en la Seccion de Ciencias Agropecuarias.




